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Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der Phyto- und Biochemie und betrifft ein 
Verfabren zur enzymatischen Herstellung von Flavonoidderivaten, die im 
5 Lebensmittelbereich, sowie in der Kosmetik und in pharmazeutischen Zubereitungen 
eingesetzt werden. 

Stand der Technik 

10 Die biologischen Wirkungen der Flavonoide sind sett vielen }ahren gut bekannt. Indem sie 
verschiedene oxidierende Spezies abfangen, verbindern sie eine oxidative Schadigung von 
Biomolekulen wie DNA, Lipiden und Proteinen. In Antioxidans-Assays sind einige 
Flavonoide wirksamer als die Vitamine C und E. Neben dieser Haupteigenschaft wurden 
mehrere weitere biologische Wirkungen aufgezeigt, einscbJieBUch der Inbibierung der 

15 Wirkung von Enzymen und der Proliferation von Tierzellen, Viren und Bakterien. 
Weiterbin baben sie eine Wirkung auf das GetaBsystem und eine starke antioxidative 
Kapazitat. 

Wegen ibrer hautschutzenden und -reinigenden Eigenschaften und ihrer Wirkungen gegen 
20 Altera, gegen Hautverfarbungen und auf das Aussehen der Haul wurden Flavonoide auch 
als Bestandteile von kosmetischen bzw. dermopharmazeutischen Zusammensetzungen. 
Weiterhin wirken sie auf die mechanischen Eigenschaften des Haars. 

Die Antioxidationseigenschaften der Flavonoide bangen von der Molekulstruktur ab. 
25 Untersuchungen zur Straktur-Wirkungs-Beziehung haben gezeigt, dass die antioxidative 
Wirkung auf einer ortbo-HydroxyUerung am Ring B des Molekttls, der Anzahl fireier 
Hydroxylgruppen, dem Vorhandensein einer Doppelbindung zwischen Kohlenstoff 2 und 3 
im Ring C und dem Vorhandensein einer Hydroxylgruppe an Kohlenstoff 3 (Abbildung I ) 
beruht. 
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Die Verwendung dieser Molekfile wird prinzipiell einerseits durch eine sehr geringe 
Ldslichkeit in wfiBrigen wie auch organischen Medien und andererseits durch eine geringe 
5 Stabilitat eingeschrankt Flavonoide werden durch Licht, Sauerstoff bzw. Oxidationsmittel 
und Temperaturerhfthungen abgebaut. Diese Eimchrankungen verhindern ihren wirksamen 
Einsatz in Lebensmitteln und kosmetischen und pharmazeutischen Zusammensetzungen. 

Zur Behebung dieses Stabilitatsproblems gibt es verschiedene gut bekannte Strategien: 
10 eine Einkapselung oder eine Formulierung nut Antioxidationsmitteln. Keine dieser 
Losungen ist jedoch vollstandig zufriedenstellend, und es besteht weiterhin ein Bedarf an 
neuen glycosylierten Flavonoiden und Aglyconflavonoiden mit erhohter Stabilitat. 

Zur Verbesserung der Eigenschaften dieser Molekttle wurden enzymatische und chemische 
15 Modifikationen vorgeschlagen. So wird in den Patentschriften JP55 157580 und 
JP5813191 1 die Acylierung von Quercetin mit Fettsaurecbloriden in Dioxan in Gegenwart 
von Pyridin erwahnt. In diesen Patenten wird die Acylierung jedoch in Gegenwart 
toxischer Losungsmittel durchgefuhrt Die Substratumwandlungsraten sind niedrig. Die 
Acyherung von Flavon, Flavonol und Flavanon auf gleiche Weise wurde in den Coletica- 
20 Patenten FR 2778663 (US6235294) beschrieben. Diese Umsetzung wurde chemisch in 
Gegenwart eines Fettsaurechlorids oder -anhydrids durchgefuhrt. Die Durchruhrung dieser 
Reaktionen erfordert die Verwendung der aktivierten Fettsauren und toxischer 
LSsungsmittel (Pyridin, Chloroform und Toluol). Weiterhin wurden hohe Temperaturen 
(100°C) verwendet, und die Substratumwandlungsraten waren gering (etwa 10 bis 60%). 
2 5 AuBerdem sind diese Reaktionen nicht selektiv, was zu polyacylierten Produkten ftihrt. Im 
Patent WO 099660 wird die chemische Acylierung von Flavonoiden (Quercetin, Galangin, 
(+)-Catechin) durch Fettsauren (Laurylsaure, Buttersaure, Essigsaure...) und einen 
anschlieBenden enzymatischen Hydrolyseschritt durch eine Lipase von Mucor miehei 
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erwabnt. Diese Erfindung weist die gleichen Nachteile wie das Patent FR2778663 
(US6235294) auf. Nach der zunachst durchgefuhrten AcyHerungsreaktion sind die 
gebildeten Produkte polyacyliert. Sind Monoester gewttnscht, so ist in einem zweiten 
Schritt eine enzymatische Hydrolyse erforderlich, die nach dem Entfemen der 
5 Losungsmittel der ersten Umsetzung zur Vermeidung einer Desaktivierung des Enzyms 
durchgefthrt wird. Flavonoidmodifikationen wurden auch im Patent EP0618203 
beschrieben, in dem die Acylierung von (+/-)-Catecbin durch Essigsaureethylester und 
Propionsaureethylester und die Acylierung von EpigaUocatechin durch Propionsaure- und 
Buttersaurephenylester erwabnt werden. Zur Durchfllbxung dieser Reaktion benOtigt man 
10 ein teures Enzym (die Carboxylase von Streptomyces rochei), und die Umwandlungsraten 
der beiden Substrate ist sehr niedrig (weniger als 1% des Acyldonors). SchlieBlich wird im 
Henkel/Cognis-Patent WO 0179245 eine enzymatische Acylierung von Flavonoiden 
(Naringin, Rutin, Asparatin, Orientin, Quercetin, Kampferol, cis-Orientin, Isoquercitrin) 
durch verschiedene Sauren (p-Chlorphenylessigsaure, Stearinsaure, 12- 
15 Hydroxystearinsaure, Palmitinsaure, Laurinsaure, Caprinsaure, 4-Hydroxyphenylessig- 
saure, 5-Phenylvaleriansaure, Cumarsaure, Olsaure, Linolsaure) beschrieben. In diesem 
Patent wird ein Verfahren beschrieben, bei dem eine hohe Konzentration an Candida 
antarctica (40 g/1) und, bezogen auf die Flavonoide, ein CfberschuB an Acyldonor 
verwendet wird. Die Umwandlungsrate der Substrate ist niedrig (10 bis 20%). 

20 

Alle oben beschriebenen Arbeiten sind durch niedrige Ausbeuten gekennzeichnet. Dartiber 
hinaus werden bei den chemischen Modifikationen toxische L6sungsmittel verwendet, die 
Reaktionen sind unspezifisch, was zu Produktmischungen tuhrt, und die beschriebenen 
enzymatischen Reaktionen sind auf glycosylierte Flavonoide beschrankt. Die im Stand der 
25 Technik erwahnten niedrigen Umwandlungsausbeuten beruhen auf der Tatsache, dass die 
eingesetzten Verfahren nicht an Reaktionen mit wenig lSslichen Substraten angepafit sind 
und durch das wahrend der Umsetzung entstehende Wasser in drastischer Weise 
beeintrachtigt werden. 

3 0 Beschreibung der Erfindung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur enzymatischen Synthese von 
Flavonoidestern und -derivaten, bei dem man 
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a) ein Reaktionsmedium herstellt, enthaltend ein organisches LOsungsmittel, 
ein glycosyliertes Flavonoid oder Aglyconflavonoid, einen 
Acylgruppendonor und einen enzymatischen Katalysator, 

b) wahrend der Reaktion weitere Mengen an Flavonoid und/oder Acyldonor 
5 zusetzt und 

c) die so erhaltenen Ester reinigt, indem man enzymatische Partikel und das 
Ldsungsmittel abtrennt, 

dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an wahrend der Reaktion 
gebildetem Wasser und/oder Alkohol so gesteuert wird, dass sie unter 150 mM 
10 gehalten wird. 



Die vorliegende Erfindung - ein Verfahren zur selektiven Acylierung von glycosylierten 
Flavonoiden und Aglyconflavonoiden - fuhrt zur Verbesserung der Flavonoidderivate 
bezuglich ihrer Stability und LSslichkeit in verschiedenen Zubereitungen, wobei ihre 
15 antioxidativen Eigenschaften erhalten bleiben bzw. verbessert werden. Ein weiterer 
besonderer Vorteil, der durch diese modifizierten Flavonoide erzielt wird, ist, dass 
bifunktionelle Molektile mit hoherer biologischer Wirksamkeit gebildet werden. 



20 



25 



30 



Verglichen mit den aus dem Stand der Technik bekannten Methoden lafit sich mit diesem 
Verfahren eine deutliche Verbesserung in bezug auf die Endkonzentrationen von 
Flavonoidestern, die Umwandlungsausbeuten (sowohl fiir die Flavonoide als auch den 
ursprunglich vorhandenen Acyldonor) und insbesondere die Produktivitat erzielen, 
wahrend die komplizierten, aufwendigen Aufreinigungs-operationen nach der Synthese 
reduziert werden, 

Bei diesem Verfahren kommt eine Enzymtechnologie unter milden Temperatur- und 
Druckbedingungen zum Einsatz, ohne dass dabei irgendwelche gefShrlichen LQsungsmittel 
verwendet werden, wobei die Flavonoidester durch direkte Veresterung oder Umestern 
gemaB den folgenden Reaktionsschemata gebildet werden: 

Flavonoid + RCOOH -> Flavonoid-OCOR + H 2 0 
Flavonoid + RCOOR* Flavonoid-OCOR + R'OH 
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wobei R' fur eine Cl-C4-Alkylgruppe, voizugsweise eine Cl-C2-Alkylgruppe, steht 

Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, class zunachst das Reaktionsmedium 
entwfissert wild, urn vor Beginn der Reaktion vorhandenes Wasser zu entfernen, und das 
- 5 bzw. der wahrend der Reaktion gebildete Wasser bzw. Alkohol on-line entfernt wird. 
Wasser und/oder Alkohol werden auf Konzentrationen gehalten, die fur die verwendeten 
LSsungsmittel und Substrate geeignet sind, vorzugsweise auf Konzentrationen von unter 
150 mM, besonders bevorzugt unter 100 mM. 

10 Das Verfahren eignet sich fur eine Vielzahl von Aglyconflavonoiden und glycosylierten 
Flavonoiden, und die mit diesem milden enzymatischen Verfahren erzielten 
Umwandlungsausbeuten liegen Clber den bislang erhaltenen: im Bereich von 50 bis 99%. 

Die enzymatische Synthese wird unter milderen Bedingungen als die chemischen 
15 Synthesen durchgeftthrt, wobei der Einsatz von toxischen Losungsmitteln wie Pyridin, 
Benzol und THF, hohe Temperaturen und das Anfallen von Nebenprodukten wie Salzen 
oder Flavonoid-Abbauprodukten, die zusfitzliche Reinigungssohritte erfordern wttrden, 
vermiedenwird. 

20 Verglichen mit den obenerwShnten bekannten Methoden lalit sich mit diesem Verfahren 
eine deutliche Verbesserung in bezug auf die Endkonzentrationen von Flavonoidestern, die 
Umwandlungsausbeuten (sowohl fttr die Flavonoide als auch den urspriinglich 
vorhandenen Acyldonor) und insbesondere die Produktivitat erzielen, wahrend die 
komplizierten, aufwendigen Aufreinigungsoperationen nach der Synthese redxiziert 

25 werden. 

Ein Unterschied zwischen dem erfindungsgemaBen Verfahren vmd den bekannten 
Methoden des Standes der Technik ist die Art, in der die enzymatische Reaktion 
durchgefuhrt wird, was betrachtlich hohere Ausbeuten ermoglicht, und die Vielzahl 
3 0 verschiedener Flavonoide, die eingesetzt werden konnen (sowohl glycosylierte Formen als 
auch Aglyconformen). 

Das Hauptziel der Erfindung ist es, alle der obenerwShnten Nachteile bestehender 
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Acylierungsmethoden zu reduzieren und ein Verfahren zur enzymadschen Synthese von 
Flavonoidestern vorzuschlagen, das, verglichen mit den obenerwfflbnten bekannten 
Methoden, eine deutliche Verbesserung in bezug auf die Endkonzentrationen von 
Flavonoidestern, die Umwandlungsausbeuten (sowohl flir die Flavonofl de flls fflich den 
5 ursprOnglich vorhandenen Acyldonor) und insbesondere die ProduktivitSt erlanbt, wahrend 
die komplizierten, aufwendigen Aufreinigungsoperationen nach der Synthese reduziert 
werden, 

Hierzu betrifft die Erfindung ein Verfahren zur enzymadschen Synthese von 

10 Flavonoidestern, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man in einen hierfilr ausgelegten 
Reaktor zur Bildung eines Reaktionsmediums vorbestimmte Mengen eines Flavonoids 
(glycosylierte Formen und Aglyconfonnen) oder Flavonoidderivats, eines 
Acylgruppendonors, eines organischen Lfisungsmittels, bei dem es sich urn den Acyldonor 
handeln kann, und eines enzymadschen Katalysators einbringt, unter Bedingungen, bei 

15 denen zunachst das Reaktionsmedium auf eine Wasserkonzentration von unter 150 mM, 
vorzugsweise unter 100 mM getrocknet werden kann und bei der die Konzentration an 
wahrend der Reaktion gebildetem Wasser und/oder Alkohol unter einem vorgegebenen 
Punkt von 150 mM, vorzugsweise 100 mM gehalten werden kann. Dieser vorgegebene 
Punkt wird durch on-line Entfemen des gebildeten Wassers und/oder Alkohols durch 

2 0 Adsorption an Molekularsieben, durch Destination oder durch Pervaporation eingehalten. 
Diese Reaktion laBt sich im Batch-Verfahren oder auch im Fed-Batch-Verfahren mit einem 
oder mehreren Substraten durchflihren. Beim Fed-Batch-Verfahren laBt sich das 
Molverhaltnis vom Flavonoid zum Acyldonor durch ein geeignetes Substratzugabeprofil 
wahrend der Reaktion konstant halten. Es ist somit mOglich zu steuern, wie sich die 

25 Zusammensetzung des Reaktionsmediums im Verlauf der Zeit entwickelt, und somit die 
enzymatische Reaktion in Richtung auf eine maximale Produktion an mono- oder 
multiacylierten Verbindungen zu lenken und gleichzeitig stOrende Reaktionen zu 
begrenzen. Die so erhaltenen Flavonoidester werden abschlieBend gereinigt, indem man 
wenigstens enzymatische Partikel (beispielsweise durch Dekantieren, Filtrieren oder 

30 Zentrifugieren) und das LOsimgsmittel (beispielsweise durch Abdampfen, Destillieren oder 
Membranfiltration) abtrennt 

Die Umsetzung wird erfindungsgemfifi so durchgeftlhrt, dass die Inhibierung bzw. 
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Desaktivierung der Enzymreaktion, die man in Gegenwart hoher Konzentrationen an 
Flavonoiden, Acyldonoren oder Wasseransanimlungen beobachtet, zunSchst eingeschrankt 
ist Die Substrate kdnnen im Verlauf der Reaktion graduell in kontroUierter Weise 
zugeftthrt werden, wodurch vermieden wird, dass Konzentrationen erreicht werden, die die 
5 Enzymreaktion hemmen wtirden. 

Die Reaktion kann so durchgefuhrt werden, dass das Flavonoid:Acyldonor-Molverhaltnis 
von 0,01 bis 20,00, vorzugsweise von 0,02 bis 10,00, betrSgt. Indem man die Werte fur das 
MolverbJltnis im Reaktionsmedium in den oben angegebenen Bereichen halt, ist es 
10 mSglich, entweder hohere Reaktionsgeschwindigkeiten oder maximale Anteile an 
monoacylierten Flavonoiden zu erzielen. Durch Steuerung von Art und Quantitat der im 
Verlauf der Zeit zugegebenen Reagentien lSBt sich das MolverMltnis wahrend der 
Reaktion konstant halten oder kontrolliert variieren, so dass es im Verlauf der Zeit ein 
definiertes Variationsprofil durchlauft, sich aber dennoch wahrend der gesamten Reaktion 
15 in dem obenerwaTinten Wertebereich befindet. Eine Optimierung der Syntbesereaktion ist 
durch zwischenzeitliches oder kontinuierliches Abziehen wenigstens eines Bestandteils des 
Reaktionsmediums moglich. Der abgezogene Bestandteil/die abgezogenen Bestandteile 
konnen moglicherweise nach Fraktionierung in den Reaktor zuruckgefuhrt werden. 

2 0 GemaB einer Ausfuhrungsform der Erfindung kann vorgesehen sein, zwischenzeitlich oder 
kontinuierlich das gesamte Reaktionsmedium abzuziehen und nach Fraktionierung einen 
oder mehrere Bestandteile des abgezogenen Mediums wieder in den Reaktor zu injizieren 

Das zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens verwendete ReaktionsgefaB 
2 5 bzw. der hierfttr verwendete Reaktor ist vorzugsweise mit Vorrichtungen zur Steuerung der 
Temperatur, des Wasser- und/oder Alkoholgehalts und des Drucks, mit Vorrichtungen zur 
Zugabe von Reagentien und mit Vorrichtungen zum Abziehen von Produkten versehen. 

Wahrend des Ablaufs der Synthesereaktion wird die Temperatur vorteilhafterweise auf 
30 20- 100°C und der Partialdruck tiber dem Reaktionsmedium vorteilhafterweise auf 
10 mbar (10 3 Pa) bis 1000 mbar (10 s Pa) eingestellt, ausgehend von einem auf eine 
Konzentration von unter 150 mM, vorzugsweise unter 100 mM eingestellten 
Ausgangswassergehalt, die Menge an Wasser und/oder Alkohol wird auf unter 150 mM, 
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vorzugsweise unter 100 mM gehalten und das Reaktionsmedium wird vorteilhafterweise 
leicht gertthrt 

Zmn Erhalt von Zubereitungen aus hochreinen Flavonoidestem kann weiterhin vorgesehen 

5 sein, zusStzliche abschlieBende Fraktionierungsoperationen durchzufiihren, beispielsweise 
indem man die verbliebenen Flavonoide oder Fette durch Extraktion mit organischen 
Ldsungsmitteln oder superkritischen Fluiden, durch Destination bzw. molekulare 
Destillation, durch AusfMllen oder durch Kristallisieren abtrennt 

10 Bei dem in der Erfindung verwendeten Aglyconflavonoid oder glycosylierten Flavonoid 
bzw, Flavonoidderivat kann es sich urn eine beliebige aus der von Chalcon, Flavon, 
Flavanol, Anthocyan und Flavanon, Flavonol, Cumarin, Isoflavonen und Xanthonen 
gebildeten Gruppe ausgewahlte Verbindung handeln. 

15 Die Acyldonorverbindung wird vinter bekannten FettsSuren bzw. deren Methyl-, Ethyl-, 
Propyl- oder Butylestern ausgewahlt. Diese FettsSure wird vorzugsweise aus der von einer 
geradkettigen oder verzweigten aliphatischen Saure, gesattigt, ungesattigt oder cyclisch, 
mit bis zu 22 Kohlenstoffatomen, gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere 
Substituenten ausgewahlt aus der aus Hydroxyl, Amino, Mercapto, Halogen und Alkyl-S- 

20 S-alkyl bestehenden Gruppe, beispielsweise Palmitms&ure, 16-HydroxyhexadecansSure, 
12-Hydroxystearinsaure, 11-Mercaptoundecansaure, Thioctansaure oder Chinasaure, 
geradkettigen oder verzweigten aliphatischen DisSuren, gesattigt oder ungesattigt, mit bis 
zu 22 Kohlenstoffatomen, beispielsweise Hexadecandisaure oder Azelainsaure, einer 
arylahphatischen Saure und einer davon abgeleiteten dimeren Saure, einer Zimtsaure, 

25 gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der aus 
Hydroxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy und Halogenatomen bestehenden Gruppe, beispielsweise 
Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure), Ferulasaure (4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaure) oder 
Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure), einer Benzoesaure, gegebenenfalls substituiert durch 
einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der Gruppe Hydroxyl, Nitro, Alkyl, 

30 Alkoxy und Halogenatomen, beispielsweise GallussSure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure), 
Vanillinsaure (4-Hydroxy-3 -methoxybenzoesSure) oder Protocatechusaure (3,4- 
Dihydroxybenzoesaure) gebildeten Gruppe ausgewahlt Die Fettsaureester werden 
vorzugsweise aus den Methyl- oder Ethylestern der obigen Verbindungen ausgewahlt 
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Die Reaktion laBt sich mit dem Acyldonor als L6sungsmittel oder in einem geeigneten 
LGsungsmittel, bei dem es sich urn eine beliebige organische Verbindung oder eine 
beliebige Mischung organischer Verbindungen handeln kann, in der die ausgewahlten 
Flavonoide bzw. Flavonoidderivate und Acyldonoren ganz oder teilweise solubUisiert 
5 werden, durchfuhren. So wird das/die losungsmittel insbesondere aus den folgenden 
Substanzen ausgewahlt: Propan-2-ol, Butan-2-ol, Isobutanol, Aceton, Propanon, Butanon, 
Pentan-2-on, 1,2-Ethandiol, 2,3-Butandiol, Dioxan, Acetonitril, 2-Memylbutan-2-ol, tert.- 
Butanol, 2-Methylpropanol und 4-Hydroxy-2-mewylpentanon, aUphatischen 
Kohlenwasserstoffen wie Heptan, Hexan oder einer Mischung von zwei oder mehreren 
10 dieser Losungsmittel. 

Der verwendete enzymatische Katalysator muB natiirlich den Transfer einer Acylgruppe 
von einem Acyldonor zu einem Flavonoid bzw. Flavonoidderivat bewirken und fdrdern 
und ist vorteilhafterweise eine Protease oder Lipase, z.B. aus Candida antarctica, 
15 Rhizomucor miehei, Candida cylindracea, Khizopus arrhizus, vorzugsweise auf einem 
Trager immobilisiert. 

Im Betracht der verschiedenen obenerwahnten Merkmale kann man sich mehrere 
verschiedene Ausfiihrungsformen der Erfindung vorstellen, insbesondere in Hinsicht auf 
20 die Art der verwendeten Reagentien und die bevorzugten zu erreichenden Ziele. 

In einer ersten Ausftthrungsform kann man sich somit ein Syntheseverfabren in einem 
Batch-Reaktor vorstellen (beide Substrate werden in den Reaktor mit Losungsmittel und 
Enzym gegeben). In diesem Fall enthalt der Reaktor zunachst das Losungsmittel, die 
25 Gesamtmenge an Flavonoiden (im allgemeinen von 1 g/1 bis 200 gA), die erforderlich ist, 
urn die gewtoschte Endmenge an modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge 
an fieier Saure als Acyldonor, die dem urspriinglich erforderlichen Molverhaltnis (von 
gelostem Flavonoid/Acyldonor) (im allgemeinen von 0,01 bis 20) entspricht. Urn einen 
festgelegten Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen, wird 
30 das Medium unter Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine 
Temperatur von 20-100°C, vorzugsweise 40-80°C, erhitzt, und die erzeugte 
Dampfinischung wird in einer mir Molekularsieben gefUUten SSule getxocknet und 
anschlieBend kondensiert und in den Reaktor zurttckgefuhrt Falls erforderlich wird das 
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Kondensat fiber eine zweite mit Molekularsieben gefullte Saule zurttckgefuhrt Dann wird 
das Enzym in liislicher oder immobilisierter Form (von 1 g/1 bis 100 g/1, vorzugsweise von 
5 g/1 bis 20 g/1) zugesetzt Wahrend der Reaktion gebildetes Wasser wird tiber die mit 
Molekularsieben gefullte Saule entfernt, indem man das Vakuum und die Tempgratiir im 
5 Reaktor entsprechend einstellt. 

In einer zweiten Ausflihrungsform kann man sich somit ein Syntheseverfahren vorstellen, 
bei dem Acyldonor und LSsungsmittel wahrend der Umsetzung zugegeben werden. In 
diesem Fall enthalt der Reaktor zunachst das Ldsungsmittel, die Gesamtmenge an 

10 Flavonoiden (im allgemeinen von 1 g/1 bis 200 g/1), die erforderlich ist, um die gewfinschte 
Endmenge an modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge an freier SSure als 
Acyldonor, die dem ursprunglich erforderlichen Molverhaltnis (von gelostem 
Flavonoid/Acyldonor) (im allgemeinen von 0,01 bis 20) entspricht Um einen festgelegten 
Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen, wird das Medium 

15 unter Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 
20-100°C, vorzugsweise 40-80°C, erhitzt, und die erzeugte Dampfinischung wird in einer 
mit Molekularsieben gefullten Saule getrocknet und anschlieBend kondensiert und in den 
Reaktor zurttckgefuhrt. Falls erforderlich wird das Kondensat tiber eine zweite mit 
Molekularsieben gefullte Saule zuruckgefiihrt. Dann wird. das Enzym in loslicher oder 

20 immobilisierter Form (von 1 g/1 bis 100 g/1, vorzugsweise von 5 g/1 bis 20 g/1) zugesetzt. 
Wahrend des Ablaufs der Reaktion wird Losungsmittel zugesetzt, so dass ein Teil des 
L6sungsmittels tiber eine Saule mit Molekularsieben abgedampft wird. Das Wasser wird 
durch Austausch in der Damplphase entfernt. Der Dampf wird kondensiert und in einem 
Auffangbehalter gesammelt. 

25 Um die LSsungsmittelmenge relativ konstant zu halten, fiihrt man wahrend der Reaktion 
on-line Acyldonor in einer solchen Menge pro Zeiteinheit zu, dass das Molverhaltnis (von 
gelostem Flavonoid/Acyldonor) auf dem erforderlichen Wert gehalten wird. Somit wird, 
wenn es vorteilhaft ist, dieses Molverhaltnis wahrend der Reaktion konstant zu halten, der 
Acyldonor mit einer Geschwindigkeit zugesetzt, die der Geschwindigkeit seines 

30 Verbrauchs in der Umsetzung entspricht; diese Geschwindigkeit des Verbrauchs lafit sich 
durch eine vorbereitende kinetische Untersuchung der eingesetzten Enzymreaktion 
bestimmen. Die wahrend der Reaktion pro Zeiteinheit zugesetzte Menge an Acyldonor 
belauft sich im allgemeinen auf von 0,01 bis 10 Gramm Acyldonor pro Stunde pro Gramm 
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Enzymkatalysator im Reaktor. 

In einer dritten Ausfuhrungsform der Erfindung kann das Syntheseverfahren auch unter 
Zugabe von Flavonoiden und Ldsungsmittel durchgefUhrt werden. In diesem Fall enthalt 
5 der Reaktor zunachst das LSsungsmittel, die Gesamtmenge an freier Saure als Acyldonor 
(im allgemeinen von 1 g/1 bis 500 g/1), die erforderlich ist, urn die gewttnschte Endmenge 
an modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge an Flavonoid, die dem 
ursprilnglich erforderlichen Molverhaltnis (von gelSstem Flavonoid/Acyldonor) (im 
allgemeinen von 1 g/1 bis 200 g/1) entspricht Urn einen festgelegten Punkt der Menge an 
10 Wasser im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen, wird das Medium unter Vakuum (10- 
500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperator von 20-100°C, vorzugsweise 
40-80°C, erhitzt, und die erzeugte Dampfmischung wird in einer mit Molekularsieben 
gefullten Saule getrocknet und anschlieBend kondensiert und in den Reaktor 
zuruckgefuhrt. Falls erforderlich wird das Kondensat tiber eine zweite mit Molekularsieben 
1 5 gerullte Saule zuruckgefuhrt. Daim wird das Enzym in loslicher oder immobilisierter Form 
(von 1 g/1 bis 100 g/1, vorzugsweise von 5 g/1 bis 20 g/1) zugesetzt. 

Wahrend des Ablaufs der Umsetzung setzt man Losungsmittel zu und legt ein Vakuum an, 
so dass ein Teil des Losungsmittels und das gebildete Wasser abgedampft werden. Die 
Verdampfungsmenge wird durch eine entsprechende Steuerung des Vakuums und der 
20 Temperatur eingestellt Die gebildeten Dampfe werden tiber eine mit Molekularsieben 
gerullte Saule getuhrt. Durch den Kontakt mit den Molekularsieben wird das Wasser 
entfernt. Nach dem Entfernen des Wassers wird der Dampf kondensiert und in einem 
Auffangbehalter gesammelt, urn dann spater in den Reaktor zuruckgefuhrt zu werden. 
Gegebenenfalls fuhrt man wahrend der Reaktion wasserfreies LSsungsmittel zum 
25 Ausgleich von Verdampfungsverlusten zu und urn die L6sungsmittelmenge relativ 
konstant zu halten. Weiterhin wird Flavonoid in einer solchen Menge pro Zeiteinheit 
zugesetzt, dass das Molverhaltnis (von gelSstem Flavonoid/Acyldonor) auf dem 
erforderhchen Wert gehalten wird. Somit wird, wenn es vorteilhaft ist, dieses 
Molverhaltnis wahrend der Reaktion konstant zu halten, das Flavonoid mit einer 
30 Geschwindigkeit zugesetzt, die der Geschwindigkeit seines Verbrauchs in der Umsetzung 
entspricht; diese Geschwindigkeit des Verbrauchs laBt sich durch eine vorbereitende 
kinetische Untersuchung der eingesetzten Enzymreaktion bestimmen. Die wahrend der 
Reaktion pro Zeiteinheit zugesetzte Menge an Flavonoid belauft sich im allgemeinen auf 



12 



von 0,01 bis 10 Gramm Flavonoid pro Stunde pro Gramm Enzymkatalysator im Reaktor. 



In einer vierten AusfUhrungsfonn der Erfindung kann das Syntheseverfahren anch unter 

Zugabe von Flavonoid, Acyldonor und Losungsmittel durchgefiihrt werden. Tn diesem 

5 vierten Fall enthalt der Reaktor zunSchst das Lfisungsmittel, eine variable Konzentration an 
Flavonoid (vorzugsweise hoher als die Ldslichkeit des Flavonoids im L6sungsmittel) und 
die Menge an freier Saure als Acyldonor, die dem ursprQnglich erforderlichen 
Molverhaltnis (von geldstem Flavonoid/Acyldonor) entspricht Urn einen festgelegten 
Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von miter 100 mM zu erzielen, wird das Medium 

10 unter Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 
20-100°C, vorzugsweise 40-80°C, erhitzt, und die erzeugte Dampfinischung wird in einer 
mit Molekularsieben gefiillten Saule getrocknet und anschlieBend kondensiert und in den 
Reaktor zuriickgefiihrt. Falls erforderlich wird das Kondensat fiber eine zweite mit 
Molekularsieben gefiillte Saule zurttckgeftihrt. Dann wird das Enzym in lOslicher oder 

15 immobilisierter Form (von 1 g/1 bis 100 g/1, vorzugsweise von 5 g/1 bis 20 g/1) zugesetzt. 

Wahrend des Ablaufs der Umsetzung setzt man Losungsmittel zu und legt ein Vakuum im 
Bereich von 10-500 mbar, vorzugsweise 100-250 mbar, an. Zum Entfernen des Wassers 
werden die gebildeten DSmpfe iiber eine Saule mit Molekularsieben gefuhrt. Der Dampf 
wird kondensiert und in einem Auffangbehaiter gesammelt Gegebenenfalls fuhrt man 

20 wahrend der Reaktion wasserfreies Losungsmittel zum Ausgleich von 
Verdampfungsverlusten zu und urn die Losungsmittelmenge relativ konstant zu halten. 
Weiterhin wird Flavonoid in einer solchen Menge pro Zeiteinheit zugesetzt, dass das 
Molverhaltnis (von gelSstem Flavonoid/Acyldonor) auf dem erforderlichen Wert gehalten 
wird. 

25 1st es vorteilhaft, dieses Molverhaltnis wahrend der Reaktion konstant zu halten, so setzt 
man Flavonoid und Acyldonor in Mengen pro Zeiteinheit zu, die jeweils der 
Geschwindigkeit ihres Verbrauchs in der Umsetzung entsprechen; diese 
Verbrauchsgeschwindigkeiten lassen sich durch eine vorbereitende lcinetische 
Untersuchung der eingesetzten Enzymreaktion bestimmen. 



In einer ftinften Ausfiihrungsform der Erfindxmg kann das kontinuierliche 
Syntheseverfahren alternativ unter Zugabe und Abziehen von Flavonoid, Acyldonor 
und/oder L6sungsmittel und moglicherweise Enzymkatalysator durchgefiihrt werden. In 
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diesem ftinften Fall enthalt der Reaktor zunachst das Lfisungsmittel, eine variable 
Konzentration an Flavonoid (vorzugsweise hoher als die Loslichkeit des Flavonoids im 
Lfisungsmittel) und die Menge an freier Saure als Acyldonor, die dem ursprunglich 
erforderlichen Molverhaltnis (von gel5stem Flavonoid/Acyldonor) entspricht. Um einen 

5 festgelegten Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen, wird 
das Medium unter Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine 
Temperatur von 20-100°C, vorzugsweise 40-80°C, erhitzt, und die erzeugte 
Dampfinischung wird in einer mit Molekularsieben gefffllten Saule getrocknet und 
anschliefiend kondensiert und in den Reaktor zuruckgefuhrt. Falls erforderlich wird das 
1 0 Kondensat tiber eine zweite mit Molekularsieben gefttllte Saule zuruckgefuhrt. Dann wird 
das Enzym in loslicher oder immobiUsierter Form zugesetzt. Wahrend die Umsetzung 
stattfindet, werden kontinuierlich oder zwischenzeitlich Substanzen aus dem 
Reaktionsmedium abgezogen. Liegt das Enzym in immobiUsierter Form vor, so kann es im 
Reaktor zuriickgehalten werden. Nach der Trennung kann man das LSsungsmittel und 

15 moglicherweise das Flavonoid und/oder den Acyldonor in den Reaktor zuruckftthren. 
Wahrend der Reaktion wird wasserfreies Losungsmittel zugesetzt, so dass Verluste durch 
Verdampfen und Abziehen ausgeglichen werden, und es ist weiterbin moglich, Flavonoid 
und Acyldonor zuzusetzen, in solchen Mengen pro Zeiteinheit, dass das Molverhaltnis 
dieser beiden Bestandteile auf dem erforderlichen Wert gehalten wird. Das Wasser wird 

20 wie oben beschrieben durch Molekularsiebe entfernt. Nach dem Entwassern wird das 
verdampfte losungsmittel kondensiert und wieder in den Reaktor zuruckgefuhrt. Ist es 
vorteilhaft, dieses Molverhaltnis wahrend der Reaktion konstant zu halten, so werden 
Flavonoid und Acyldonor in Mengen pro Zeiteinheit zugesetzt, die ihren jeweiligen 
Verbrauchsgeschwindigkeiten in der Umsetzung und ihren jeweiligen 

25 Abzugsgeschwindigkeiten entsprechen. 

Bei einer sechsten Ausfuhrungsform fuhrt man die Umsetzung wie oben durch, ersetzt 
jedoch die freie Saure als Acyldonor durch ihren Methyl-, Ethyl-, Propyl- oder Butylester, 
vorzugsweise ihren Methyl- oder Ethylester. Der gebildete Alkohol wird auf die gleiche 
3 0 Weise wie oben entfernt. 



In einer siebten Ausfuhrungsform wird der Acyldonor als LSsungsmittel verwendet 
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In einer achten AusfUhrungsform wird im Medium vorhandenes bzw. vorhandener 
und/oder wahrend der Umsetzung gebildetes bzw. gebildeter Wasser und/oder Alkohol 
durch eine Pervaporationsmembran entfemt, in der Dampf- oder Fliissigphase. 
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Beispiele 



Beispiel 1: 

Die Rutinmonopalmitatsynthese wurde in einem 250-rnl-Batch-Reaktor unter Verwendung 
von Candida antarctica-Lipase (Novozym 435) durchgeftthrt. Hierbei handelt es sich urn 
eine auf einem makroporSsen Acrylharz immobUisierte Lipase. Die Lipase wird mit einer 
Aktivitat von 7000 PLE x g" 1 (Propyllauratsynthese), einem Wassergehalt von 1-2 Gew.-% 
und einem enzymatischen Proteingehalt im Bereich zwischen 1 und 10 Gew.-% geliefert. 

Fur diese Synthese wurden 0,75 g (1,2 mmol) Rutin, 0,315 g (1,2 mmol) Palmitinsaure und 
250 ml ferf.-Amylalkohol verwendet. Das Medium wurde unter Vakuum (150mbar) auf 
60°C erhitzt, und der gebildete Dampf wurde Uber eine auf 60°C erhitzte und mit 
50 gMolekularsieben geftillte Saule geleitet. Das vorhandene Wasser wurde also in der 
Gasphase entfernt, was sehr viel effektiver ist als in der Flussigphase. Der entwasserte 
Dampf wurde kondensiert und uber eine zweite Saule, die mit der gleichen Menge an 
Molekularsieben gefullt war, in den Reaktor zurttckgefuhrt. Durch diese Vorgehensweise 
war es mSglich, nach 6 h einen Ausgangswassergehalt von unter 100 mM zu erhalten und 
die Substrate zu solubilisieren. Dann wurde das Enzym (2,5 g) zugesetzt. Die Umsetzung 
wurde bei 60°C unter Vakuum (150 mbar) durchgefuhrt, und das gebildete Wasser wurde 
auf die gleiche Weise wie zur ursprttnglichen Trocknung entfernt, wodurch dessen 
Konzentration auf unter 100 mM gehalten wurde. 

Diese Konzentration lafit sich durch eine entsprechende EinsteUung des Vakuums und 
Kiihlen des Kuhlers variieren. Die untersuchten Driicke schwanken zwischen 10 und 
700 mbar, und die Temperate des Kuhlers zwischen -20 und 5°C. Durch diese 
Vorgehensweise ist es mQglich, die Wasserkonzentration im Reaktor auf zwischen 10 und 
400 mM einzustellen. 

Nach 48 Stunden Umsetzung zeigte die Produktanalyse durch HPLC, dass die 
Umwandlungsausbeuten fur die beiden Substrate etwa 90% betrugen. 



Am Ende der Reaktion wurde das Enzym durch Filtrieren wiedergewonnen. Das Medium 
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wurde dann durch Abdampfen des Liisungsmittels konzentriert. Zum Eliminieren von 
Substratresten wurden zwei Extraktionssysteme eingesetzt. Zum Entfernen' der 
Palmitinsaure wurde eine Mischung von Acetonitril/Heptan (3/5, v/v) verwendet, wahrend 

das Rutin durch Extraktion mit Wasser/Heotan (2/3. vM abeetrennt wurde, 

5 

Die Struktur des Produkts wurde durch ^-NMR-Analyse bestatigt. 

! H-NMR: (400 MHz, DMSO-d 6 ): 5 0,8 (t, 3H), 1 (d, 3H), 1,25 (m, 24H), 1,45 (m, 2H), 2,1 
(m, 2H), 3,1-3,6 (breit, C-H Zucker), 3,7 (d, 1H), 4,45 (s, 1H), 4,65 (t, 1H), 5,3 (breit, OH 
10 Zucker), 5,1 (breit, OH Zucker), 5,45 (d, 1H), 6,2 (s, 1H), 6,4 (s, 1H), 6,8 (d, 1H), 7,6 
(m, 2H), 12,6 (s, 1H, C 5 -OH) ppm 

Beispiel 2: 

15 Die Acylierung von Hesperidin (0,75 g, 1,2 mmol) mit Palmitinsaure (0,315 g, 1,2 mmol) 
wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt 

Die HPLC- Analyse zeigte, dass nach 48 Stunden 95% des Acyldonors verbraucht waren. 
Durch die gleiche Aufreinigungsvorschrijft wie oben konnte mittels Flussig-Flussig- 
20 Extraktion das Hesperidinmonopalmitat gewonnen werden. Die Struktur dieses 
Hesperidinesters wurde durch 1 H-NMR- Analyse bestatigt. 

! H-NMR: (400 MHz, DMSO-d 6 ): 8 0,83 (t, 3H), 1,0 (d, 3H), 1,05 (breit, 24H), 1,20 (m, 
2H), 2,25 (m, 2H), 3,4-3,6 (breit, C-H Zucker), 3,8 (s, 3H), 4,15 (s, 1H), 4,58 (s, 1H), 4,75 
25 (m, 2H), 5,0 (m, 1H), 5,18 (dd, 1H), 5,4 (d, 1H), 5,48 (d, 1H), 6,14 (m, 1H), 6,18 (s, 1H), 
7,0 (m, 3H), 9,15 (s, 1H), 12,05 (s, 1H) ppm 

Beispiel 3: 

30 Die Acylierung von Esculin '(0,75 g, 2 mmol) mit Palmitinsavire (0,523 g, 2 mmol) wurde 
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefiihrt. 

Die Flttssigchromatographieanalyse zeigte, dass nach 48 Stunden 80% des Acyldonors 
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verbraucht waren. Durch die gleiche Aufreinigungsvorschrift wie oben konnte mittels 
Flussig-Flussig-Extraktion das Esculinmonopalmitat gewonnen werden. Die Struktur 
dieses Esculinesters wurde durch 'H-NMR-Analyse bestatigt 

l H-NMR: (400 MHz, DMSO-de): 5 0,8 (t, 3H), 1,15 (breit, 24H), 1,4 (m, 2H), 2,25 (m, 
2H), 3,2 (m, 1H), 3,65 (m, 1H), 4,1 (dd, 1H), 4,35 (d, 1H), 4,85 (d, 1H), 5,25 (s, 1H), 5,35 
(d, 1H), 6,2 (d, 1H), 6,8 (s, 1H), 7,3 (s, 1H), 7,85 (d, 1H) ppm 

Beispiel 4: 

Die Acylierung von Quercetin (0,75 g, 2,2 mmol) mit Palnritinsaure (0,568 g, 2,2 mmol) 
wurde wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. 

Die Analyse durch Fliissigchromatographie zeigte, dass nach 72 Stunden jeweils 50% der 
beiden Substrate verbraucht waren. 
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Patentanspruche 

Verfahren zur enzymatischen Synthese von Flavonoidestern und -derivaten, bei 
demman 

a) ein Reaktionsmedium herstellt, enfhaltend ein organisches Ldsungsmittel, 
ein glycosyliertes Flavonoid oder Aglyconflavonoid, einen 
Acylgrappendonor und einen enzymatischen Katalysator, 

b) wahrend der Reaktion weitere Mengen an Flavonoid und/oder Acyldonor 
zusetzt und 

c) die so erhaltenen Ester reinigt, indem man enzymatische Partikel und das 
Ldsungsmittel abtrennt, 

dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an wahrend der Reaktion 
gebildetem Wasser und/oder Alkohol so gesteuert wird, dass sie unter 150 mM 
gehalten wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an 
wahrend der Reaktion gebildetem Wasser und/oder Alkohol so gesteuert wird, dass 
sie unter 100 mM gehalten wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch charakterisiert, dass das Molverhaltnis von 
Flavonoid zu Acyldonor im Reaktionsmedium so eingestellt ist, dass es wahrend 
des Verfahrens im Bereich von 0,01 bis 20,00 liegt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch charakterisiert, dass das Molverhaltnis von 
Flavonoid zu Acyldonor im Reaktionsmedium so eingestellt ist, dass es wahrend 
des Verfahrens im Bereich von 0,02 bis 10,00 liegt 

Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin dem Reaktionsmedium 
kontinuierlich oder zwischenzeitlich weitere Mengen an wenigstens einem 
Flavonoid in fester Form oder in Form einer flussigen Losung, Losungsmittel, 
enzymatischem Katalysator in 16slicher oder immobilisierter Form und 
Azyldonorverbindung alleine oder solubilisiert im L6sungsmittel zusetzt. 
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6. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin zwischenzeitlich oder 
kontinuierlich wenigstens einen Bestandteil des Reaktionsmediums abzieht und 
diesen wenigstens einen abgezogenen Bestandteil nach Fraktionierung wieder in 

den Reaktor zurflckfOhrt. 

5 

7. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem man weiterhin zwischenzeitlich oder 
kontinuierlich das gesamte Reaktionsmedium abzieht und nach Fraktionierung 
einen oder mehrere Bestandteile des abgezogenen Mediums wieder in den Reaktor 
injiziert. 

10 

8. Verfahren nach Anspruch 1, wobei wShrend der Reaktion die Temperatur auf 20- 
100°C eingestellt wird, der Partialdruck tiber dem Reaktionsmedium auf 10 mbar 
bis 1000 mbar eingestellt wird und das Reaktionsmedium geriihrt wird. 

15 9. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin verbliebene Flavonoide oder 
verbliebenen Acyldonor durch Extraktion mit organischen LOsungsmitteln oder 
superkritischen Fluiden, durch Destination, durch Kristallisation, durch Adsorption 
oder durch Ausfallen eliminiert. 

20 10. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin die dargestellten 
Flavonoidester durch Ausfallen oder chromatographische Trennung fraktioniert. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das Flavonoid ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
die gebildet wird von Chalcon, Flavon, Flavonol, Flavanon, Anthocyan, Flavanoi, 

2 5 Cumarin, Isoflavon und Xanthon, 

12. Verfahren nach Anspruch l 9 wobei die Acyldonorverbindung ausgewahlt ist aus 
der Gruppe, die gebildet wird von geradkettigen oder verzweigten aliphatischen 
Sauren, gesattigt, ungesattigt oder cyclisch, mit bis zu 22 Kohlenstoffatomen, 

30 gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus 

der aus Hydroxyl, Amino, Mercapto, Halogen und Alkyl-S-S-alkyl bestehenden 
Gruppe, beispielsweise Palmitinsaure, 16-Hydroxyhexadecansaure, 12- 
Hydroxystearinsaure, ll-Mercaptoundecans&ure, ThioctansSure oder Chinasfiure, 
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geradkettigen oder verzweigten aliphatischen DisEuren, gesSttigt oder ungesattigt, 
mit bis zu 22 Kohlenstoffatomen, beispielsweise Hexadecandisaure ode 
Azelainsaure, einer arylaliphatischen Saure und einer davon abgeleiteten dimeren 
Saure, einer Zimtsaure, gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere 
Substituenten ausgewahlt aus der aus Hydroxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy und 
Halogenatomen bestehenden Gruppe, beispielsweise Kaffeesaure (3,4- 
Dihydroxyzimtsaure), FerulasSure (4-Hydroxy-3-methoxyzimisaure) oder 
Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure), einer Benzoesaure, gegebenenfalls substituiert 
durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der Gruppe Hydroxyl, 
Nitro, Alkyl, Alkoxy und Halogenatomen, beispielsweise Gallussaure (3,4,5- 
Trihydroxybenzoesaure), Vanillinsaure (4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure) oder 
Protocatechusaure (3,4-Dihydroxybenzoesaure), oder deren Methyl-, Ethyl-, 
Propyl- oder Butylestern. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das organische LSsungsmittel ausgewahlt ist 
axis der Gruppe, die gebildet wird von Propan-2-ol, Butan-2-ol, Isobutanol, Aceton, 
Propanon, Butanon, Pentan-2-on, 1,2-Ethandiol, 2,3-Butandiol, Dioxan, 
Acetonitril, 2-Methylbutan-2-ol, tert.-Butanol, 2-Methylpropanol und 4-Hydroxy- 
2-methylpentanon, aliphatischen Kohlenwasserstofifen wie Heptan und Hexan und 
Mischungen aus mindestens zwei dieser Komponenten. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei es sich bei dem organischen LSsungsmittel urn 
den Acyldonor handelt. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei der enzymatische Katalysator eine Protease 
und/oder Lipase umfaflt. 

Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Protease und/oder Lipase auf einem Trager 
immobilisiert ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Wasser und/oder der Alkohol in der Gas- 
oder Fliissigphase durch Molekularsiebe aus dem Medium entfernt wird. 



V 
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18. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Wasser und/oder der Alkohol in der Gas- 
oder Flttssigphase durch Pervaporation aus dem Medium entfernt wird. 
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Znsammenfassung 



,JHerstellung von Flavonoidderivaten" 



Vorgeschlagen wird ein Verfahren zur enzymatischen Synthese von Flavonoidestern und - 

derivaten, bei dem man 

a) ein Reaktionsmedium herstellt, enthaltend ein organisches Ldsungsmittel, 
ein glycosyUertes Flavonoid oder Aglyconflavonoid, einen 
Acylgruppendonor und einen enzymatischen Katalysator, 

b) wahrend der Reaktion weitere Mengen an Flavonoid und/oder Acyldonor 
zusetztund 

c) die so erhaltenen Ester reinigt, indem man enzymatische Partikel und das 
Losungsmittel abtrennt, 

dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an wahrend der Reaktion 
gebildetem Wasser und/oder Alkohol so gesteuert wird, dass sie unter 150 mM 
gehalten wird. 



